






しら と り み わ
氏 名(本 籍)白 鳥 美 和
学 位 の 種 類 博 士(薬 学)
学 位 記 番 号 薬 第465号
学 位 授 与 年 月 日 平 成14年11月20日
学位 授 与 の要件 学位規則第4条 第2項 該当
学 位 論 文 題 目
早老症ウェルナー症候群原因遺伝子産物WRNの酵素活性 と機能に関
する研究
論 文 審 査 委 員(主 査)教 授 榎 本 武 美
教 授 山 添 康
教 授 中 畑 則 道
一143一
論 文 内 容 要 旨
老化 は,複 雑 な生命現象 であ り多 くの要因が重 な りあって起 こる と考 え られ ている。我 々は,そ の複雑
な老化現象 を,早 期 に老化症状 を示す遺伝病 の原 因遺伝子の機 能 を解明す ることで,明 らかに しよ うと試
みた。
早老症 ウェル ナー症候群(WS)は,常 染色体劣性 の遺伝病 で,世 界 的な発症報告 の うち 日本 人 におけ
る報告が半数以上で,日 本 は出現 頻度の非常 に高い地域である。WSの 患者は,思 春期 まで は健 常人 とほ
とんど変わ らないが,20歳代 か ら老化症状が現れ,白 髪,禿 げ,白 内障,皮 膚の退縮 とい う症状 を示 し,
30歳ごろか らは動脈硬化,骨 粗懸症,糖 尿病 といった加齢 に伴 って起 こる病気 を発症 し,平 均 寿命 は46
歳 と短命 である。 この ことか ら,自 然老化の良いモデルである と考 えられ研究 されて きた。 しか し,一 般
的な老化 と異 なる点 と して,WS患 者 は高血圧や痴呆 はほ とん ど示 さず,ま た,癌 の種類 は,一 般 人 に比
べ て繊 維 肉腫 や黒色腫 な どの非上皮性腫瘍 の頻度が10倍高 くなる とい う特徴 もある。上皮性腫 瘍 では,
一般 の高加齢者 で多 い消化器癌や肺癌が少 な く甲状腺腫が多 い。細胞 レベ ルの特徴 としては,WS患 者 由
来の線維芽細胞 は同年齢 の健常人 の細胞 の分裂寿命 より短 く,顕 著 な細胞老化の促進がみ られ る。WSの
原 因遺伝子 は1992年に第8番 染色体短腕上(8P11.2-22.1)にマ ッピング され,1996年,RecQ型DNAヘリ
カーゼ を コー ドする遺伝 子(WRN)で ある ことが同定 された。WRN遺 伝子 産物 であ るWRNの 欠失 によ
り,老 化が促進 され,非 上皮性 の腫瘍が増加す る。
本研 究 にお いて,そ の老化促進 や腫瘍 形成が,WRNの どの ような機 能の欠失 によって引 き起 こ される
のか明 らか に しようと試みた。WRNは1432アミノ酸か らなる タンパ ク質で,ほ ぼ中央 にヘ リカーゼ ドメ
インをもち,コ ンピュー ターを用いた相 同性解析 によ りN端 領域 は大腸菌RNaseDのエ クソヌク レアーゼ
モチ ーフ と相 同性 があ ることが報告 された。 また,実 際 にDNA上 を3'から5'方向 にATPを分 解 しなが
ら移動 して2本 鎖DNAを 巻 き戻すヘ リカーゼ活性 を もち,そ の活性 は単鎖部分 が存在 す ることによって
促進 されるこ とも報告 されている。
第1章 で は,WRNが 実際 にエ キソヌク レアーゼ活性 を もつ か どうかを検討 した。ヌ クレアーゼの混入
を避け るため に高度 に精製 した野生型WRN及 び,エ キソヌク レアーゼ ドメ インを含 むN端231ア ミノ酸
を欠失 したWRNタ ンパ ク質(△231WRN)を用 いて行 った。 ヘ リカーゼ活性 及びエキ ソヌ クレアーゼ活
性 を比 較検討 した ところ,両 タンパ ク質 ともヘ リカーゼ活性 を示 したが,5'エ キソヌク レアーゼ活性 に
ついては,野 生型WRNは 活性 を示すが,欠 失型 △N231タンパ ク質は示 さなか った。 また,野 生型WRN
のヘ リカーゼ活性及 び5'エ キソヌク レアーゼ活性 は,精 製 の過程 で挙動 を伴 にし,WRNに 特異 的なモ
ノクローナル抗体 に よって,共 に免疫沈 降 された。 これ らの結果か ら,WRNは ヘ リカーゼ活性,ATPase
活性及 び5'エ キ ソヌク レアーゼ活性 をもつ ことが明 らか にな り,5'エキ ソヌ ク レアーゼ活性 を示す ド
メイ ンは,WRNのN端 約231アミノ酸 にコー ドされてい ることが示 された。次 に,WRNの 基 質特異性 を
検討す ることで,細 胞 内での機能 を明 らかに しよう と試みた。WRNの もつ5'エキ ソヌク レアーゼ活性 は,
1本 鎖 のDNAあ る い はRNA分 子 を分 解 す る こ とは で きなか っ たが,WRNが 巻 き戻 し活 性 を示す
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DNA/DNA2本鎖あるいはRNAIDNA2本鎖のDNAあ るいはRNA鎖 を分解す るこ とがで きた。WRN5'エ
キソヌ クレアーゼ活性発現 に必 要な反応条件 は,ヘ リカーゼ活性 の発現 に必 要な もの と同一 であ った。 こ
のこ とは,5'エ キ ソヌク レアーゼ活性 は,ヘ リカーゼ活性 に よる2本 鎖の巻 き戻 しに依存 している こと
を示唆す る。以上の結果か ら,WRNがDNA2本 鎖及 びRNAIDNA鎖上 をDNAに 結合 して移動 して3'→
5'方向に巻 き戻 し,そ のヘ リカーゼ活性 と共役 して,5'→3'エ キソヌクレアーゼ活性が発現 され ること
が示唆 された。WRNがDNA2本 鎖及 びRNAIDNA鎖を基質 として,エ キソヌ クレアーゼ活性 及びヘ リカ
ーゼ活性 を示す こ とか ら,WRNがDNA複 製,修 復,組 み換 え及びRNA代 謝な ど多様 な機構 に関わって
い ることが予想 され る。
第2章 で は,WRNの 細 胞内の機能 を明 らか にす るために,そ のN末 あるいはC末 に特異 的なモノ クロ
ーナル抗 体 を多数作 製 した。 ヒ トWRNに 対す る5ク ロー ンのマ ウスモノクローナル抗体 を選択 し,エ ピ
トープ を決定 した。内在性 のWRNは,約180kDaの大 きさを示 し,培 養癌細胞 ではその発現 レベルが正常
細胞 に比べ高 かった。正常線維芽細胞 及び正常Bリ ンパ球細胞 で は,SV40あるいはEpstein-Barrウイルス
(EBV)感染 に よる形質転換 に よ り,WRNの 発現 レベ ルが充 進 した。EBV形 質転換Bリ ンパ球細 胞 は,
telomerase活性が上昇 して不死化 す るこ とに より,さ らにその発現 レベルが増大 した。 これ らの こ とは,
癌 細胞 でWRNの 発 現 レベ ルが高 い こ とを裏付 けてい る。WRNの 転 写 レベル での発現 調節 は,house-
keepingなプロモー ター によ り,SP1エレメ ン トに よる調節 を介 して行 われてお り,RBに よって活性化 さ
れ,p53によって抑 制的 に調節 されている ことが報告 されている。 これ らの結果 か ら,増 殖 の盛 んな細胞
におい て,多 くのWRNの 発現 が必要 とされてい る こ とが 示唆 され た。そ れゆ え,細 胞増殖 におい て,
WRNが重要 な役割 をはた していることが考 え られ た。
ヒ トWRNは 核小 体 と核質 に存在 する ことが報告 されているが,作 製 した抗体 を用 いてWRNの 動態 を
解析す るこ とに より,ヒ トWRNは 細胞の状態(培 養条件や ス トレス)に よって核小体 と核質 を移動 して
いるこ とを示 した。一方,ヒ トWRN及 びマ ウスWRNの 核移行 シグナル(NLS)及 び核小 体移行 シグナル
(NoLS)の解析 によ り,ヒ トWRNはNLSの そ ばにNoLSをもつ こ とが明 らか にされ た。 また,マ ウス
WRNは,以 前 か ら核 質 のみ に存 在す る こ とが示 されてい たが,マ ウスWRNはNLSの み しか もたず,
NoLSをもたない ことが示 された。 この ことか ら,WRNは ヒ トとマ ウスで機能が違 う可能性があ ることが
示唆 された。 また,覇mノ ックアウ トマ ウス はメンデルの法則 に従 って生 まれ,老 化症状 や腫瘍形成 の促
進 を示 さない。W由 ノックアウ トマ ウスが,何 故,老 化 症状 や腫瘍形成 の促進 を示 さないのか明 らかでは
ないが,ヒ トとマ ウスで はWRNの 核小体へ の局在 とい う点 で明確 な違いがあ るこ とか ら,WS患 者 の細
胞 あるいは個 体 に現 れる老化症状 には,WRNヘ リカーゼの核小体へ の局在 とrRNAの転写が関与す るの
ではないか と考 えた。
これ らの知見 か ら,第3章 では,核 小体 にお ける ヒ トWRNの 機能 を明 らかにす るこ とを試 みた。培 養
細胞(WI38SV)におい て,培 養液か ら血清 を除去 す るこ とによってrRNA転写活性 は低下 し,血 清 を再
添加す るこ とに よって2時 間以 内 にrRNA転写は活性化 され,4-6時 間で最大 にな り,WRNの 発現量 と
核小体への局在 も同様 であった。核小体 に局在す るwRNは,RNAポ リメラらゼ1に よるrRNAの転写 を阻
一145一
害す る50ng/mlアクチ ノマイ シンDで 処理 す るこ とに よ り核 質へ 移行 し,核 小 体 に特 異的 な タンパ ク質
nucleophosmin/B23は,処理 された後 も核 小体 に残 っていた。一方,RNAポ リメラーゼIIによるmRNAの
転写阻害剤 である α一アマニチ ン(0.5μg/ml)で処理 して も,WRNの 核小体 の局在 は変化 しなかった。 さ
らに,WRNはRNAポ リメラーゼ1(RPI)サブユニ ッ トとともに免疫沈降 され,RPIと共 に働 く可能性が
示唆 された。次 に,健 常 人及びWS患 者由来 の初代培養線維芽細胞 の転 写活性 を,[3H]ウリジンの取 り
込 み を調 べ る ことで検討 した。WS患 者 由来 の線維芽細 胞 におい てrRNAの合成 の遅れが 見 られ,正 常
WRNを 強制発現 させ るこ とによ り,・WS患者由来の細胞 でみ られたrRNAの転写活性 の低下 は回復 した。
一方,核 小体 に移行す るこ とがで きないNoLSを欠いた欠失型WRNを 発現 させて も,低 下 したrRNAの転
写活性 は回復 しなかった。 これ らの結果 か ら,核 小体 に局在す るWRNは,rRNAの 転写 に関与 してい る
ことが示唆 された。
これ までの知見 をま'とめる と,WRNはDNA2本 鎖や核小体 において はRNAIDNAに作用す ることによ
り,DNA複製 や修復 に関与 し,rRNAの転写が正常 に行 われ るように働 き,こ の機能が 欠損す るこ とによ
り,・老化症状や腫瘍形成 が促進 される もの と考 え られ る。本研究 に よ り,ヒ トWRNがrRNA合成 に関与
す る ことが明 らか にな り,こ の点で ヒ トとマウス に明確 な差が あるこ とが わか った。WRNがrRNA合 成
に関与す る とい う発見 は ヒ トの老化研 究 に新 たな視点 を与える もの と考 えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
ウェルナー症候群(WS)は,常 染色体劣性 の遺伝病で,20歳代 か ら老化症状が現れ,30歳ごろか らは
動脈硬化,骨 粗霧症,糖 尿病,癌 といった加齢 に伴 って起 こる疾病 を発症 し,平 均寿命 は46歳と短命 で
ある。 この ことか ら,自 然老化の良いモデ ルである と考 え られ研 究 されて きた。1996年にはその原 因遺伝
子が クローニ ングされ,大 腸菌 のRecQヘリカーゼ に相同性の高い タンパ ク質(WRN)を コー ドす るこ と
が明 らか に された。本研 究はWSの 老化促進 や高発癌性 がWRNの どの よ うな機能 の欠損 に よって引 き起
こされるのか明 らか に しようと試み た ものである。
DNAの塩基 配列 の情報か らWRNが エキ ソヌク レアーゼ活性 を もつ ことが予想 されたこ とか ら,本 論文
で はまず初 めにWRNが 実際 にエ キソヌ ク レアーゼ活性 を もつか どうか を検討 し,あ わせてヘ リカーゼ活
性 について も解析 した。高度 に精製 した野 生型WRN及 び,欠 失型WRNを 用 いて解析す る こ とにタ り,
WRNは ヘ リカーゼ活性,ATPase活性及 び5'→3'エキソヌ クレァーゼ活性 を もつ ことを明 らか に した。
さ らに詳細 に作用機構 を解析 す ることによ り,WRNがDNA2本 鎖及びRNA/DNA鎖 上 をDNAに 結合 し
て移動 し,3'→5'方向に巻 き戻 レ,そ のヘ リカーゼ活性 と共役 して5'→3'エキ ソヌ クレアー・ビ活性が
発現 されるこ とを示唆 した。
次 に,WRNの 細胞内の機能 を明 らかにす るため に,そ のN末 あ るい はC末 に特異 的なモ ノクロー ナル
抗体 を多数作製 レた。 この作 製 したモ ノクローナ ル抗体 のエ ピ トープを決定 した後,こ のモノクローナル
抗体 を用 いてWRNの 発 現 を解析 し,増 殖 の盛 ん な細胞でWRNの 発現 が高い こ とを明 らかに した。 さ ら
に,培 養条件やス トレス など細胞の状 態 によってWRNは 核 小体 と核質の 間で局在 を変 えてい るこ とを示
した。
最後 に,核 小体 におけ るWRNの 機能 の解 明 を試 みた。血 清除去 によ り増殖 を停止 してい る細胞の増殖
を血清 を添加す るこ とによ り誘導 し,rRNAの転 写量 の増加 とWRNの 発現 量及 び核小体へ の局在 に相 関
がある ことを明 らか にした。 また,核 小体 に局在す るWRNは,RNAポ リメラーゼ1に よるrRN入の転写 を
阻害す る濃度の アクチ ノマイシ ンDで 核 質へ移行す る こと,WRNはRNAポ リメラーゼ1のサ ブユニ ッ ト
とともに免疫沈降 される ことを証 明 した。 さらに,WS患 者 由来の初代 培養細胞で は健 常人 由来 の細胞 に
比べ,rRNAの合成が遅 れてい ることを発見 し,WRNのrRNAの転写へ の関与 を示唆 した。
以上,本 研 究 はWRNの もつ酵素活性 の詳細 を明 らか に し,そ の発現量及 び局在 は細胞の置 かれた状況
によ り変化す るこ とを示 し,核 小体 に局在 してrRNAの転写 に関与す るこ とを示唆 した もので,WRNが
rRNA合成 に関与 する とい うヒ トの老化研究 に新た な視 点 を与 える ものである。
よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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